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摘要 :为研制灵敏、特异的抗人类 T 淋巴细胞白血病病毒 ( HTLV)抗体诊断试剂 ,将一段 HTLV2Ⅰ和 HTLV2Ⅱenv
区嵌合基因在大肠杆菌中表达 ,获得的重组抗原具有良好活性。将该抗原作为酶标记抗原建立双抗原夹心法
EL ISA (dsEL ISA) ,对 31 份 HTLV2Ⅰ型血清和 19 份 HTLV2Ⅱ型血清均能 100 %检出 ,而在 5 065 份各种阴性血清
中特异度为 99194 %。用 dsEL ISA 试剂与进口间接法试剂 ( GeneLabs 试剂) 平行检测 18 份 HTLV2Ⅰ参比血清、17
份 HTLV2Ⅱ参比血清和 1 024 份献血员血清 ,结果 dsEL ISA 试剂正确率为 100 % ,对 HTLV2Ⅰ型血清和 HTLV2Ⅱ
型血清的反应性基本相同 ,平均 s/ co 值显著高于 GeneLabs 试剂。而 GeneLabs 试剂对 HTLV2Ⅱ型血清的反应性显
著弱于 Ⅰ型 ,并有 2 份 BBI 参比血清中的 Ⅱ型血清漏检。另外 , GeneLabs 试剂在献血员血清中出现 9 例假阳性 ,特
异性显著低于 dsEL ISA 试剂。这些结果表明 :所研制的 dsEL ISA 试剂可用于 HTLV2Ⅰ型和 Ⅱ型血清的检测 ,其灵
敏度和特异度均优于进口间接法诊断试剂。
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　　人类 T 淋巴细胞白血病病毒 ( HTLV)是最早发
现的人类逆转录病毒 ,分为 Ⅰ型和 Ⅱ型。艾滋病毒
( HIV)在基因组结构、病毒形态、感染机制等方面均
与 HTLV 有较大的相似性 ,因此最早也曾将 HIV
称为 HTLV2Ⅲ型 ,但后因 HIV 与 HTLV 在所致疾
病上 ,较大差异而将之独立归类。HTLV2Ⅰ可导致
成人 T 细胞白血病 (A TL ) 、热带痉挛性下肢轻瘫/
HTLV 相关脊髓病变 ( TSP/ HAM) 等严重疾病 ,
HTLV2Ⅱ也可能与白血病有关[1 ] 。HTLV 主要流
行于日本、加勒比地区 ,我国曾在福建沿海发现小流
行区 ,人群感染率在 1 %左右[2 ] 。由于 HTLV 可经
血传播 ,日本、美国、澳大利亚、法国及其它一些国家
和地区已将其列为献血员必检项目之一。目前各国
最常用的筛检试剂为酶联免疫吸附试验 ( EL ISA) 试
剂 ,少数使用明胶微粒凝集反应 ( GPA) 试剂。最近
我们在克隆自我国 HTLV 流行区的一株 HTLV2Ⅰ
型 env 基因基础上 ,表达并纯化出 1 个携带 HTLV2
Ⅰ主要 env 抗原表位区段并嵌合了 HTLV2Ⅱ型型
特异 性 表 位 区 段 的 高 免 疫 活 性 重 组 抗 原
ENV166 [3 ,4 ] 。本研究利用相同基因区段 ,通过更换
表达载体 ,改变 N 端融合蛋白 ,使之可表达为可溶
性重组抗原 ( ENV168) ,能够用于酶标记 ,并进一步
组装出双抗原夹心法 EL ISA 抗体诊断试剂盒。
材料与方法
1 　表达质粒 pENV168 的构建 　质粒 p ENV166[4 ] 、p TO2O T
为本实验室构建 [5 ] 。以 B am H Ⅰ和 Hind Ⅲ切出 p ENV166
的 HTLV 基因片段 ,插入以 p TO2O T 中 ,得到表达质粒
p ENV168。
2 　重组蛋白 ENV168 的表达 　质粒 p ENV168 转化 E. coli
BL21 (DE3)株 (本实验室保存) ,挑单菌落入 5ml Kan + LB 培
养基中 ,37 ℃振荡培养 8h～10h ;转接到 4 000ml Kan + LB
中 ,30 ℃振荡培养 10h ;按 1∶4 的比例转接至 8 000ml Kan +
LB 中 , 30 ℃振荡培养 3h ; 加 IPTG ( Pharmacia) 至终浓度
012mmol/ L 25 ℃振荡培养 8h。
3 　重组蛋白 ENV168 的纯化 　8 000ml 菌液以 PBS 洗涤 3
次 ,以 160ml 菌体裂解液 ( 20mmol/ L p H815 的 Tris·Cl ,
1mmol/ L EDTA ,10μg/ ml 溶菌酶) 重悬 ,4 ℃作用 40min ; 15
000r/ min 离心 15min ,收集上清 ,冰浴下缓慢逐滴加入饱和
硫酸铵至终浓度 50 % , 4 ℃静置过夜 ; 12 000r/ min 离心
10min ,弃上清 ,用 24ml 20mmol/ L Tricine (p H8. 2) 溶解沉
淀 ,得到初纯样品。以 10mmol/ L Tricine 将硫酸铵透析干
净 ,进行 HPLC 阳离子交换层析纯化 (Beckman System Gold
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Nouveau , SHyper DTM20 柱 ) 。收 集 在 250mmol/ L ～
300mmol/ L NaCl 浓度时出现的尖峰 ,获得纯化重组蛋白
ENV168。
4 　辣根过氧化物酶( HRP) 标记重组蛋白 ENV168 　采用改
良过碘酸钠法[6 ] 。
5 　双抗原夹心 ELISA 法 　以重组抗原 ENV166、碳酸盐缓
冲液 (p H9. 6)包被微孔板 ,50ng/ 孔 ,4 ℃24h ; 10 %小牛血清
PBS封闭 37 ℃1h ;顺序加 50μl 样品稀释液 ( PBST ,含 5 %小
牛血清) ,50μl 待检血清 ,50μl 酶标抗原 (1 :2 000) ,混匀 ,37 ℃
1h ; 洗涤 5 遍 , TMB 显色 30min , 2mol/ L H2 SO4 终止 ,
450nm 波长检测光密度 (OD) 。每板设 3 孔阴性对照 ,2 孔阳
性对照和 1 孔空白对照。
6 　血清 　4 000 份义务献血员血清来自北京市红十字中心
血站 ;吸毒者血清、血液病患者血清、艾滋病毒 ( HIV) 抗体阳
性血清、HIV 抗体假阳性血清、丙型肝炎病毒 ( HCV) 抗体阳
性血清、乙型肝炎病毒 ( HBV) 核心抗体阳性血清 ,均来自北
京万泰生物药业有限公司。美国 BBI HTLV 参比血清购自
美国 Boston Biomedica Inc. 公司 ,由 10 份 HTLV2Ⅰ抗体阳
性血清、13 份 HTLV2Ⅱ抗体阳性血清和 2 份阴性血清组成。
法国巴斯德研究所 Guy de The 教授惠赠 8 份 HTLV2Ⅰ抗体
阳性血清和 4 份 HTLV2Ⅱ抗体阳性血清。福建省莆田市中
心血站提供 13 份 HTLV2Ⅰ抗体阳性血清和 1 204 份义务献
血员血清。美国 G2E公司提供 2 份 HTLV2Ⅱ型抗体阳性血
清。上述共 50 份 HTLV 抗体阳性血清均经 GeneLabs 公司
HTLV Western Blot2. 4 试剂盒确证并分型。




本实验室构建的 p TO2O T 载体是以 p ET224 +
(Novagen 公司)为骨架 ,插入 p ET212a 的 T7 启动子
到多克隆位点的 3′端间的片段 ,以引入核糖体结合
位点和大肠杆菌omp T 引导肽 ,再在 T7 启动子之前




达产量。质粒 p ENV166 携带一段嵌合了 HTLV2Ⅰ
env 片段 ( aa185 ～ aa396 ) 和 HTLV2Ⅱ env 片段
(aa185～aa210) 的基因 ,包含了主要的 HTLV 特异
性表 位 区 域。以 B am H Ⅰ和 Hi nd Ⅲ切 出
p ENV166 的 HTLV 基因片段 ,插入 p TO2O T 中 ,得
到表达质粒 p ENV168。表达片段全长 273 个氨基
酸 ,N 端带有 24 个氨基酸 Omp T 引导肽 (图 1) 。
图 1 　p ENV168 的质粒图
Figure 1 　The plasmid map of p ENV168
2 　重组蛋白 ENV168 的表达与纯化
质粒 p ENV168 转化 E. coli BL21 株 , 以
012mmol/ L 的 IPTG在 25 ℃诱导表达 8h ,菌体煮沸
后进行 SDS2PA GE 电泳 ,29kD 左右出现重组蛋白
产物 ENV168 ,表达量约 30 % (图 2) 。用溶菌酶释
放荚膜腔内的可溶性蛋白 ,硫酸铵沉淀后用 Tricine
溶解 ,SDS2PA GE 电泳见纯度约 75 %(图 2) 。
ENV168 的等电点预测在 817 左右 ,属于极性
蛋白 ,而大肠杆菌菌体蛋白的等电点多在 710 以下 ,
因此选用离子交换进行进一步的纯化。将初纯样品
透析后进行阴、阳离子交换介质结合实验 ,证实
ENV168 与阳离子交换介质 HyperD S 结合 ,且于
300mmol/ L NaCl 洗脱 ,因此最终选用 HyperD S 介
质进行 HPLC 纯化。当 NaCl 浓度在 250mmol/ L～
300mmol/ L 时出现一尖峰 ,收集该峰 ,电泳呈单一
纯 (图 2) 。
图 2 　ENV168 的表达与纯化
Figure 2 　The expression and purification of
recombinant protein N EV168
Lane 1. Protein molecular weight standard ; Lane 2. Bacterium ly2
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3 　ENV168 的 Western blot 检测
以 1 份 HTLV2Ⅰ型阳性血清对重组蛋白
ENV168 进行 Western blotting 分析 ,结果纯化前、
后的重组蛋白对 HTLV2Ⅰ血清均有较强的反应 (图
3) ,纯化过程未导致对 ENV168 的免疫活性的明显
下降。
图 3 　重组蛋白 ENV168 的 Western blot 检测
Figure 3 　The Western blotting of recombinant
protein ENV168
Lane 1. Thiamin precipitation sample ; Lane 2. HPLC purified
sample.
4 　双抗原夹心法 EL ISA ( dsEL ISA)的建立
由于 ENV168 的水溶性好 ,将其标记 HRP ,以
ENV166 作为包被抗原 ,建立双抗原夹心法 EL ISA。
用初步组装的 dsEL ISA 试剂盒检测 300 份阴性血
清 ,结果 OD 值均小于 01025 ,标准差 (SD)为 01045。
检测 13 份 HTLV2Ⅰ阳性血清 ,结果 OD 值均在 015
以上。最后确定试剂盒临界值 (co 值)计算公式为 :co
=阴性对照均值 + 4 ×SD =阴性对照均值 + 0118。
5 　dsEL ISA试剂盒的灵敏度和特异度
用 dsEL ISA 试剂盒检测 31 份 HTLV2Ⅰ型和
19 份 HTLV2Ⅱ型抗体阳性血清 ,结果均为阳性 ;检
测 5 065 份各种阴性血清 ,出现 3 份假阳性 ,试剂盒
特异度为 99194 %(表 1) 。
6 　dsEL ISA试剂盒对 BBI参比血清的检测
用 dsEL ISA 试剂盒与进口 Genelabs 试剂盒对
美国 BB I 参比血清进行平行检测 ,结果 dsEL ISA 试
剂可正确检出全部 Ⅰ型、Ⅱ型阳性和阴性血清 ,阳
性、阴性 s/ co 值均明显优于 Genelabs 试剂 ,也优于
BB I 公司提供的国外 Abbott 试剂 (Abbott 公司) 、
Org. Tek 试 剂 ( A KZO 公 司 ) 、BioChem 试 剂
(BioChem 公司) 对该参比血清的检测结果。Genelabs
试剂对 2 份 HTLV2Ⅱ型阳性血清漏检(表 2) 。
7 　dsEL ISA试剂盒对巴斯德参比血清的检测
用 dsEL ISA 试剂盒与进口 Genelabs 试剂盒对
法国巴斯德研究所参比血清进行平行检测 ,结果
dsEL ISA 试剂和 GeneLabs 试剂均可正确检出全部
Ⅰ型、Ⅱ型阳性血清 ,但对 11 号血清 GeneLabs 试剂
的 s/ co 值仅为 112。
表 1 　dsELISA试剂盒的灵敏度和特异度
Table 1 　The sensitivity and specificity of dsEL ISA
Positive sample Positive/ tested
HTLV2Ⅰ 31/ 31
HTLV2Ⅱ 19/ 19
Sensitivity 50/ 50 (100 %)
Negative sample Negative/ tested
Donor 3997/ 4000
Hepatitis patients 300/ 300
Cancer patients 143/ 143
Healthy check2up 177/ 177
Drug users 96/ 96
Blood disease patients 42/ 42
HIV infectors 65/ 65
HIV false positive sera 122/ 122
Anti2HBc positive 100/ 100
Anti2HCV positive 20/ 20
Specificity 5062/ 5065 (99. 94 %)
表 2 　dsELISA试剂盒与某些国际试剂盒对 BBI HTL V
参比血清检测结果比较
Table 2 　Comparison of s/ co value of dsEL ISA with some in2




dsEL ISA GeneLabs Abbott Org. Tek BioChem
Ⅰ PRB205201 12. 7 5. 8 > 4. 0 > 15. 2 4. 0
Ⅰ PRB205207 13. 5 3. 0 > 4. 0 10. 2 3. 3
Ⅰ PRB205211 12. 9 4. 3 > 4. 0 3. 0 2. 6
Ⅰ PRB205212 12. 4 6. 2 > 4. 0 > 15. 2 4. 1
Ⅰ PRB205214 12. 7 5. 1 > 4. 0 7. 2 3. 3
Ⅰ PRB205215 19. 4 5. 9 > 4. 0 13. 9 2. 5
Ⅰ PRB205217 14. 3 6. 5 > 4. 0 > 15. 2 3. 5
Ⅰ PRB205219 10. 9 3. 1 > 4. 0 12. 1 1. 9
Ⅰ PRB205220 13. 4 5. 6 > 4. 0 > 15. 2 4. 2
Ⅰ PRB205225 14. 1 5. 7 > 4. 0 > 15. 2 4. 2
Ⅱ PRB205202 11. 8 1. 7 3. 3 4. 8 1. 9
Ⅱ PRB205203 13. 3 3. 2 > 4. 0 2. 9 3. 3
Ⅱ PRB205204 13. 3 5. 9 > 4. 0 > 15. 2 4. 2
Ⅱ PRB205205 13. 3 5. 9 > 4. 0 > 15. 2 4. 3
Ⅱ PRB205208 13. 5 2. 1 > 4. 0 4. 4 3. 1
Ⅱ PRB205209 12. 9 5. 2 > 4. 0 > 15. 2 3. 6
Ⅱ PRB205210 13. 3 2. 0 > 4. 0 1. 3 3. 3
Ⅱ PRB205213 10. 0 1. 0 > 4. 0 5. 0 2. 6
Ⅱ PRB205216 13. 9 1. 4 > 4. 0 12. 9 4. 2
Ⅱ PRB205218 14. 3 3. 1 > 4. 0 2. 5 2. 6
Ⅱ PRB205221 10. 2 1. 3 > 4. 0 1. 6 3. 0
Ⅱ PRB205222 8. 4 0. 6 > 4. 0 1. 7 2. 2
Ⅱ PRB205223 8. 6 0. 5 > 4. 0 1. 5 3. 1
NEG PRB205206 0. 02 0. 03 0. 2 0. 1 0. 1
NEG PRB205224 0. 02 0. 04 0. 3 0. 1 0. 1
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表 3 　dsELISA试剂盒与 GeneLabs 试剂盒对巴斯德
HTL V参比血清检测结果比较
Table 3 　Comparison of s/ co value of dsEL ISA with





1 Ⅰ 11. 3 5. 5
2 Ⅰ 13. 2 5. 3
3 Ⅰ 12. 0 5. 6
4 Ⅰ 12. 4 5. 3
5 Ⅰ 3. 1 5. 9
6 Ⅰ 11. 8 5. 8
7 Ⅰ 12. 3 5. 8
8 Ⅰ 11. 8 6. 0
9 Ⅱ 12. 6 3. 9
10 Ⅱ 9. 7 5. 6
11 Ⅱ 12. 0 1. 2
12 Ⅱ 11. 9 2. 2
8 　dsEL ISA试剂盒与 GeneLabs 试剂盒的平行比较
上述 BB I 参比血清和巴斯德参比血清共包含
18 份 HTLV2Ⅰ抗体阳性血清和 17 份 HTLV2Ⅱ抗
体阳性血清 ,总结 dsEL ISA 试剂盒与 GeneLabs 试
剂盒对这些血清平行检测的结果如表 4。可见
dsEL ISA 试剂盒对 HTLV2Ⅰ和 HTLV2Ⅱ血清检测
的 s/ co 值并无显著差别 ( P > 0. 05) ,表明 dsEL ISA
可以同时用于 HTLV2Ⅰ和 HTLV2Ⅱ抗体的检测。
而 GeneLabs 试剂盒对 HTLV2Ⅱ血清的检测显著弱
于 HTLV2Ⅰ( P < 0. 01) ,不适于 HTLV2Ⅱ抗体的检
测。dsEL ISA 试剂盒对 HTLV2Ⅰ和 HTLV2Ⅱ血清
检测的 s/ co 值均显著高于 GeneLabs 试剂 ( P <
0101) 。
表 4 　dsELISA试剂盒与 GeneLabs 试剂盒对 HTL V2Ⅰ
和 HTL V2Ⅱ血清的 s/ co 值比较
Table 4 　Comparison of the s/ co value of dsEL ISA kit








12. 5 ±3. 0 11. 9 ±3. 5 t = 0. 6 , P = 0. 547
GeneLabs
s/ co
5. 4 ±1. 0 2. 8 ±1. 9 t = 5. 2 , P = 0. 000
Statistics t = 9. 7 , P = 0. 000 t = 18. 5 , P = 0. 000
　　用 dsEL ISA 试剂和 GeneLabs 试剂为 1 204 份
义务献血员血清进行平行检测 ,结果如表 5。两种
试剂共检出 18 份阳性 , 均以 Western blot 试剂
(WB)进行确证 ,其中两种试剂均阳性的计 9 份 ,而
另 9 份血清为阴性。dsEL ISA 试剂的特异度为
100 % ,显著高于 GeneLabs 试剂的 9912 % (二项分
布精确概率 P = 0. 0001) 。dsEL ISA 试剂的阳性预
测值为 100 % ,而 GeneLabs 试剂的阳性预测值仅为
50 %。
表 5 　dsELISA试剂盒和 GeneLabs 试剂盒对
献血员血清的平行检测
Table 5 　Parallel detection of blood donors by dsEL ISA





+ 9 ( WB + ) 0 9
- 9 ( WB - ) 1186 1195




























ENV168 同样具有良好的活性 ,而且 ENV168 可直
接溶解于非变性缓冲液中 ,因此易于进行酶标记 ,并
与 ENV166 抗原一起组装出双抗原夹心法 EL ISA
·751·
　2 期 　　　　　　　　
王颖彬等 :重组人类 T 淋巴细胞白血病病毒抗原及双抗原夹心法 EL ISA
抗体诊断试剂盒的研制
试剂盒。该试剂盒对 13 份 HTLV2Ⅰ型和 19 份
HTLV2Ⅱ型血清检出灵敏度达 100 % ,对 5 065 份各
种阴性血清检出的特异度达 99194 % ,而且艾滋病
毒 ( HIV)感染对试剂盒的检测结果没有干扰。
用所建立的 dsEL ISA 试剂盒检测美国 BB I 参
比血清 ,结果表明其检出正确率为 100 % ,而且其 s/
co 值显著优于各种间接法 EL ISA 商业试剂盒。选
取进口 GeneLabs 公司的间接法 EL ISA 试剂盒为参
比试剂 ,与 dsEL ISA 试剂盒对美国 BB I 参比血清和
由法国巴斯德研究所提供的参比血清 ,结果表明 ,
dsEL ISA 试剂能正确检出全部血清 ,而 GenelLabs
试剂对 2 份血清漏检。同时还发现 ,dsEL ISA 试剂
对Ⅰ型血清和 Ⅱ型血清检出的 s/ co 值基本一致 ,但
GeneLabs试剂对 Ⅱ型血清的检出显著弱于 Ⅰ型血
清 ,并且漏检的 2 份血清均为 Ⅱ型 ,提示 GeneLabs
试剂不适于进行 HTLV2Ⅱ型血清的检测 , 而
dsEL ISA 试剂对 Ⅰ型和 Ⅱ型血清均有很高的灵敏
度 ,可同时用于两型病毒的筛查。张国忠等[7 ]系统
比较了 dsEL ISA 试剂与另外 3 种间接法试剂 ,证实
了 dsEL ISA 的灵敏度不低于间接法 EL ISA ,而特异
度显著优于间接法。
HTLV 的传播途径与 HIV 类似 ,输血是目前
HTLV 家庭外水平传播的最主要途径。由于
HTLV 感染后果的严重性 ,随着我国 HTLV 相关疾
病的陆续发现[2 ,8 - 10 ] , HTLV 的感染已逐渐受到重
视。近年来许多地区均在献血员中发现了 HTLV
感染者[11 - 18 ] 。黑龙江省在 1996 年进行的抽样调
查中发现采血浆人群中 HTLV 感染率明显高于普
通人群[18 ] 。河南省曾发现一例疑似受血导致的
HTLV 感染[19 ] 。福建省福清市医院对 201 例血液
病患者进行检测 , 结果 24 例阳性 , 阳性率高达
1119 % ,据分析与血液病患者输血频繁有关[20 ] 。是
否应在我国开展献血员中 HTLV 感染的筛查已成
为一个迫切需要认真考虑的问题。本研究所研制的
抗 HTLV Ⅰ+ Ⅱ抗体诊断试剂盒已获得了国家二
类新药证书 ,为我国进行 HTLV 的相关研究和血液
筛检的实施提供了一个重要工具。
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Development of Recombinant Antigen of Human T2lymphotropic Virus and
Double2antigen Sandwich EL ISA
WAN G Ying2bing1 ,2 , ZHAN G J un1 ,2 , L IN G Chang2qing3 , XU Ying2xiao1 ,2 ,
L UO Wen2xin1 ,2 , WU Ting1 ,2 , PEN G Geng3 , XIA Ning2shao1 ,2
(1 . The Key L aboratory of Minist ry of Education f or Cell Biology and Tumor Cell Engineering , Xiamen U niversity , Xiamen 361005 , China ;
2 . The Research Center f or Medical Molecular V i rology of Fujian Province , Xiamen U niversity , China ;
3 . Beiji ng W antai Biological Pharmacy Co. , Beiji ng 102200 , China)
Abstract : For development of a sensitive and specific diagnostic kit of the human T2lymphotropic virus
( HTLV) , a chimeric envelope gene of the HTLV2Ⅰand HTLV2Ⅱwas expressed in E. coli . The recombinant
antigen , ENV168 ( reacted good with anti2HTLV and was used as peroxidase conjugated antigen) , together
with another recombinant antigen was developed as a double2antigen sandwich EL ISA ( dsEL ISA ) . The
dsEL ISA could detect out all the 31 HTLV2Ⅰpositive sera and 19 HTLV2Ⅱpositive sera , and the sensitivity of
the assay on 5 ,065 negative sera was 99. 94 %. A parallel detection of 18 HTLV2Ⅰpositive sera , 17 HTLV2Ⅱ
positive sera and 1 ,024 donors′sera using dsEL ISA and a commercial kit ( GeneLabs kit) was performed. The
results showed that both the sensitivity and specificity of the dsEL ISA were 100 % , and the reactivity (mean s/
co value) to HTLV2Ⅰsamples was similar as to HTLV2Ⅱsamples , both were significantly higher than those of
GeneLabs kit . For GeneLabs kit , the reactivity with HTLV2Ⅰsamples was significantly higher than that with
HTLV2Ⅱsamples. The specificity of dsEL ISA was significantly higher than GeneLabs kit . These results sug2
gest that the dsEL ISA kit is useful on the diagnosis of the HTLV2Ⅰinfection as well as HTLV2Ⅱinfection.
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